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Целью работы было обеспечение и контроль микробиологического 
статуса опытного производства биодеградируемых полигидроксиалканоатов 
в соответствии с требованиями международных и российских нормативных 
документов с разработкой программы рекомендаций. 
 В задачи исследования входило: 1) Проведение микробиологического 
контроля на стадиях производства полимерного материала биомедицинского 
назначения - полигидроксиалканоатов (ПГА): предферментационной, 
ферментационной, постферментационной. 2) Определение факторов и 
источников микробной контаминации, приводящих к нарушению 
биотехнологического процесса. 3) Разработка программы рекомендаций по 
предупреждению и устранению микробной контаминации. 
Тема исследования связана с актуальным направлением – обеспечение 
соответствующего требованиям микрбиологического статуса опытного 
производства ПГА на всех стадиях биотехнологического процесса, 
гарантирующего получение целевого продукта высокого качества. 
Исследования показали, что анализ стадий технологического цикла, 
проведение комплексного микробиологического контроля на каждом этапе 
биотехнологического процесса, определение потенциальных факторов и 
источников контаминации, а также разработка и своевременное проведение 
корректирующих мероприятий лежат в основе обеспечения надлежащего 
микробиологического статуса биотехнологического получения ПГА в 
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Биотехнологические производства в зависимости от назначения 
получаемых продуктов выдвигают различные требования к проблеме 
контаминации как процесса ферментации, так и технологии в целом [32]. 
В ходе реализации опытного производства биодеградируемых 
полигидроксиалканоатов – продуктов медицинского и биологического 
назначения, необходимо решать комплекс технологических задач, 
существенное место среди которых занимают микробиологический контроль 
и меры, исключающие контаминацию культуры и продукта.  
Микробиологический мониторинг и комплекс мероприятий 
обеспечивают надлежащий микробиологический статус производства, а 
также являются обязательной стадией общего контроля и управления 
технологическим процессом.  Важность данных мероприятий обусловлена 
необходимостью обеспечения отсутствия контаминации культуры на всех 
стадиях биосинтетических процессов, гарантирующих получение целевого 
продукта высокого качества [23,26]. 
Инфицирование производственной культуры посторонней 
микрофлорой вызывает снижение производительности процесса вплоть до 
полного вытеснения штамма-продуцента посторонней микрофлорой [11]. 
Целью настоящей работы были контроль биотехнологического 
процесса и разработка рекомендаций для обеспечение  микробиологического 
статуса опытного производства биодеградируемых полигидроксиалканоатов 
в соответствии с требованиями международных и российских нормативных 
документов. 
 
Для реализации цели были поставлены следующие задачи: 
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1) Проведение микробиологического контроля на стадиях производства 
полигидроксиалканоатов (ПГА): предферментационной, ферментационной, 
постферментационной. 
2) Определение факторов и источников микробной контаминации, 
приводящих к нарушению биотехнологического процесса. 






ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
1.1 Микробиологический контроль биотехнологических 
производств 
 
Биотехнологические производства в зависимости от назначения 
конечного продукта выдвигают различные требования к проблеме асептики, 
как процесса ферментации, так и технологического процесса в целом [32]. 
Микробиологический контроль данных производств направлен на 
обеспечение строгой направленности и эффективности процессов 
биосинтеза, гарантирующих получение целевого продукта требуемого 
качества и объема [11]. Для достижения этой цели процесс ферментации 
должен проходить в оптимальных условиях, которые создаются с помощью 
технологического оборудования и той инфраструктуры, которая 
обеспечивает его функционирование. В этой связи на первый план 
выдвигаются задачи, связанные с предупреждением заражения культуры 
посторонней микрофлорой и обеспечения качественного управления 
процессом культивирования [33,57,74].  
На биотехнологическом предприятии микробиологические 
исследования обязательны для контроля и поддержания уровня предельно 
допустимых концентраций (ПДК) микроорганизмов - контаминантов. 
Внедрение системного подхода к организации микробиологического 
контроля на всех этапах биотехнологического процесса, включая контроль 
санитарно - гигиенического состояния производственных зон, компонентов 
технологического цикла и готовой продукции, является чрезвычайно 
важной и обязательной процедурой [32,33].  
Надлежащий микробиологический статус производственной среды 
должен обеспечиваться: 
-соответствующим проектом  и регламентом производства; 
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- регламентом обслуживания и эксплуатации технологического 
оборудования; 
- эффективной системой воздухоподготовки (вентиляция, фильтрация, 
воздухоочистительное оборудование); 
-валидированными процессами деконтаминации; 
-практикой качественного поддержания чистоты (уборка, 
дезинфекция); 
-соблюдением персоналом инструкций по работе в чистых 
производственных зонах; 
-системой ведения документации (рабочие инструкции и регистрация 
результатов контроля) [45,46]. 
Вне зависимости от выбора метода тестирования, подготовка, 
технологический процесс, стерилизация, очистка и дезинфекция 
оборудования и помещений должны полностью отвечать требованиям 
Общеевропейского стандарта качества GMP (Good Manufacturing Practic, 
Надлежащая производственная практика) [46]. 
В инструкциях, описывающих процедуру микробиологического 
контроля, должна быть четко изложена последовательность проведения 
исследований. Полученные результаты необходимо регистрировать в 
утвержденных документах (журналах). В случае превышения установленных 
верхних лимитов микробиологической нагрузки должны быть отражены все 
проведенные расследования и корректирующие мероприятия [48]. 
Процедуры микробиологического мониторинга включают следующие 
шаги: выделение микроорганизмов из производственной зоны, учет 
результатов, анализ совокупности полученных данных [45,48].  
Отбор проб может проводиться разными методами – осаждением 
микроорганизмов на поверхности, взятием смывов и т.п. Культивирование 
проводится на агаре, иногда в жидкости [33]. Анализы полученных 
результатов заключаются в определении численности микроорганизмов в 
единицу объема или площади [46]. 
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Расположение точек отбора проб является индивидуальным для 
каждого производителя. Ключевыми точками для отбора проб являются зоны 
наибольшего риска скопления микроорганизмов (дверные ручки, 
труднодоступные зоны для уборки и дезинфекции, потенциальные источники 
контаминации) [49]. 
В первую очередь микробиологическому мониторингу подлежат 
следующие элементы производственной среды: воздух помещений, 
технологическое оборудование, рабочие поверхности, руки операторов в 
перчатках [46,48].  В сферу микробиологического контроля входит 
определение источников инфицирующей микрофлоры, контроль входящих 
потоков на стадии ферментации, определение микробиологической чистоты 
и доминирования промышленного штамма [11]. 
Периодичность отбора проб зависит от установленного класса чистоты 
для данного производства. Зоны класса А (100) и класса В (1000) 
контролируются каждую рабочую смену, зоны класса С (10000) – два раза в 
неделю, зоны класса D (100000) – еженедельно. В целом кратность 
проведения микробиологического мониторинга зависит от типа 
производимого продукта и характера технологических процессов [42,43]. 
Для сравнительного анализа состояния производственной среды, отбор 
проб рекомендуется проводить в одно время, то есть приходиться на 
равнозначную по интенсивности технологического процесса точку. Воздух 
производственной зоны исследуется во время работы (или в конце рабочего 
дня для оценки микробиологической нагрузки за смену), поверхности – 
перед работой, руки операторов – перед выполнением асептических 
манипуляций [46]. 
Все выявленные в процессе микробиологического контроля 
микроорганизмы подлежат обязательной макроскопической (форма, цвет, 
консистенция колоний) и микроскопической идентификации окрашенных по 
Граму мазков. Результаты исследований должны регистрироваться в 
документах, где указывают культуральные и биохимические признаки [27].  
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Кроме указанных методов морфологической идентификации, 
используют биохимические тест-системы, идентификационные 
автоматизированные системы и другие современные методы. Идентификация 
микроорганизмов дает возможность предположить источник контаминации, 
основываясь на преимущественном распространении микроорганизмов во 
внешней среде [23].  
Анализ результатов текущего контроля должен давать оценку 
микробиологического соответствия исследуемых помещений 
установленному классу [48]. 
Программа корректирующих действий при превышении 
установленных лимитов микробиологической нагрузки должна быть 
индивидуальной для каждого предприятия, с учетом конкретных 
технологических процессов, документально оформлена [46]. 
Программа микробиологического контроля биотехнологического 
предприятия должна быть составлена в виде рабочего документа и включать: 
схемы помещений с указанием точек отбора проб, периодичность отбора 
проб, описание используемых методов контроля, уровни предельно 
допустимых концентраций микроорганизмов, программу корректирующих 
действий [46,48]. 
Формы протоколов (журналов) микробиологического контроля должны 
отражать следующие параметры: дата и время проведения теста, название 
помещения (технологической стадии), методы исследования, фамилию 
должностного лица, проводящего отборы проб, объем отобранной пробы или 
площадь, с которой взят смыв, количество повторностей, температуру и 
время инкубации, результат теста, сертифицированные данные используемой 
питательной среды, идентификация выявленных микроорганизмов, фамилию 




1.2 Биотехнологическое производство биоразрушаемых полимеров 
– полигидроксиалканоатов  
 
1.2.1 Биоразрушаемые полимеры 
 
Для различных сфер человеческой деятельности необходимы 
полимерные материалы. Среди них – широко применяемые и известные 
синтетические материалы, а также полимеры биологического происхождения 
[5]. 
Применение синтетических полимеров (полиэтилена, нейлона, 
полиуретана) имеет ряд недостатков: во-первых, их получают из 
невозобновляемых  ресурсов; во-вторых, они длительное время не 
разрушаются в природной среде, а значит, их накопление приводит к 
загрязнению окружающей среды, что создает глобальную экологическую 
проблему. В связи с этим, в современной индустрии полимеров основными 
тенденциями является создание новых экологически чистых полимерных 
материалов с широким спектром полезных свойств [16].  
В этой связи наибольшую актуальность приобрели работы по 
исследованию биополимеров, которые  подразделяются на две категории: 
полимеры, синтезируемые химически, но на основе исходного сырья 
биологического происхождения (аминокислот, жиров, углеводов) и 
полимеры, продуцируемые живыми системами (например, 
микроорганизмами), полученные биотехнологическим синтезом [5]. 
 Химически синтезированные полимеры – в эту категорию входят 
такие соединения, как полилактид, поли(ε-капролактон), полигликолевая 
кислота,  поливенил алкоголь, поли(этилен оксид). Данный вид соединений 
подвергается энзиматической либо микробиологической атаке.  Например, 
полилактид – продукт конденсации молочной кислоты, в компосте 
биоразлагается в течение одного месяца. Данный вид соединений может 
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составить коммерческую конкуренцию традиционным не разрушаемым 
полимерным соединениям [4].   
Биоразрушаемые полимеры – это материалы природного 
происхождения – полисахариды, липиды, полиоксиалканоаты. 
Биоразлагаемые полимеры на основе полисахарида (крахмала) способны 
разлагаться в компосте при 30 °С в течение двух месяцев с образованием 
благоприятных для растений продуктов распада [7,63].  
Биополимеры являются для клеток резервными веществами и 
синтезируются в специфических условиях несбалансированного роста.  К 
таким условия можно отнести избыток энергетического и углеродного 
субстратов в среде и дефицит отдельных минеральных элементов (фосфора, 
азота, магния и т.д.), лимитирующих синтез азотсодержащих компонентов и 
скорость роста клеток.  Многие микробные биополимеры служат эндогенным 
источником углерода и энергии, поэтому способствуют выживаемости 
клеток в  неблагоприятных условиях среды [5]. 
Биополимеры  полигидроксиалканоаты (ПГА), - это термопластичные 
полиэфиры различных гидроксипроизводных жирных кислот, которые 
синтезируются большим количеством микроорганизмов как дополнительный 
источник энергии, в условиях лимитированного роста питательных 
элементов. Они обладают свойствами, сходными с различными 
термопластиками, такими как полипропилен. Данный вид полимеров 
разрушается до конечных продуктов воды и диоксида углерода в аэробных 
условиях и до метана в анаэробных условиях микроорганизмами, 
обитающими в почве, море, озерах и сточных   водах [5,35].  
Полигидроксиалканоаты по ряду физико-химических свойств сходны с 
выпускаемыми в огромных количествах, широко применяемыми и не 
разрушаемыми в природной среде синтетическими полимерами 
(полиэтиленом и полипропиленом) [35].  
Полигидроксиалканоаты, помимо термопластичности, обладают 
антиоксидантными свойствами, пьезоэлектрическим эффектом и, что самое 
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ценное, они характеризуются биосовместимостью и биоразрушаемостью. На 
основе ПГА можно получать различные композиты с различными 
синтетическими и природными материалами, что позволяет направленно 
изменять их состав, структуру, а значит и базовые свойства материала – 
механическую прочность, пластичность, температурные и другие 
характеристики, что расширяет возможные сферы применения ПГА [62]. 
Полигидроксибутират (ПГБ) может составлять до 90 % от сухого веса 
бактериальных клеток при его накоплении. Внутри клеток он, как и другие 
ПГА, аккумулируется в цитоплазме в виде сферических включений (гранул) 
и находится в аморфном подвижном состоянии [77]. Гранулы образованы 
фибриллярными структурами, которые образуют мицелообразные кристаллы 
полимера. Фосфолипидные оболочки полимерных цепей в гранулах 
укреплены белковыми структурами и расположены монолинейно, что 
обуславливает высокую гидрофобность и плотность полимеров. Наиболее 
значимыми параметрами ПГБ являются температурные характеристики и 
способность кристаллизоваться в нативном состоянии, что определяет 
термомеханические свойства ПГБ и возможность переработки полимера в 
специальную продукцию и изделия [61,62]. 
1.2.2 Производство и области применения ПГА 
 
Производство ПГА в настоящее  время осваивают и планируют 
практически все развитые страны [6]. Коммерциализацией технологий 
биосинтеза ПГА занимаются многие ведущие компании. Среди известных 
разработчиков процессов производства этих полимеров - «Monsanto 
Company», «Metabolix Inc.», «Tepha», «Proctеr & Gamble», «Berlin Packaging 
Corp.», «Bioscience Ltd.», «BioVentures Alberta Inc.», «Merck», выпускающие 
полимеры под марками Biopol®, BiopolTM, TephaFLEXTM, DegraPol/btc®, 
Nodax
TM и др. [61]. 
В России исследования разрушаемых полимерных соединений до сих 
пор не получили должного развития.  Индустрия биоразрушаемых полимеров 
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пока не создана. Всего несколько научных коллективов изучают этот 
перспективный материал. Помимо Института биофизики СО РАН и 
Сибирского федерального университета, – это Институт микробиологии 
РАН, Институт биохимии им. А. Н. Баха РАН, МГУ, Институт физиологии и 
биохимии микроорганизмов РАН, Институт нефтехимического синтеза РАН 
[7].  
Первое опытно-промышленное производство полигидроксиалканоатов  
в России было сконструировано и введено в эксплуатацию в 2005 году на 
базе Красноярского научного центра Сибирского отделения РАН [6]. 
Исследования, проведенные в последующие годы, позволили приступить к 
разработке нового, более совершенного опытного производства ПГА за счет 
полученного штамма бактерий Cupriavidus eutrophus B-10646, способного 
синтезировать ПГА различной химической структуры на различных 
углеродных источниках. В настоящее время опытное производство введено в 
строй и успешно функционирует [18]. 
Технологический процесс опытного производства состоит из 
следующих последовательных стадий: приготовление питательных сред, 
получение инокулята из музейной культуры Cupriavidus eutrophus B-10646, 
двустадийная ферментация, концентрирование бактериальной суспензии, 
экстракция, очистка и сушка продукта (полимера) [19].  
Стадия приготовления маточных растворов и стадия стерилизации 
реализуются в отделении средоподготовки,  получение первой фазы 
инокулята – в отделении музейной культуры, в ферментационном отделении 
опытного производства реализуется процесс масштабирование полученного 
инокулята в ферментере-инокуляторе, ферментация и концентрирование 
бактериальной суспензии, в блоке экстракции производят выделение и 
очистку полимера. Полученный материал подлежит химическим и 
микробиологическим исследованиям [20].  
Масштабирование технологии обеспечило получение опытных партий 
полимеров в количествах, необходимых для проведения серии специальных 
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исследований и стандартизации специализированной полимерной продукции 
[7].  
Объем производства ПГА в настоящее время ограничен достаточно 
высокой стоимостью, однако  требования к экологическим проблемам, с 
одной стороны, и имеющиеся перспективы снижения стоимости ПГА за счет 
возрастания эффективности производства – с другой, делают этот класс 
биополимеров одним из наиболее перспективных материалов XXI века [16].  
Промышленный выпуск полимеров возможен в двух направлениях: 
первое - это небольшие производства, предназначенные для выпуска 
специализированной продукции с высокой стоимостью; второе – это 
крупномасштабное производство  для выпуска недорогих изделий (тара,  
пленочная продукция для тепличных хозяйств,  контейнеры для хранения 
домашних продуктов, одноразовая посуда, упаковочный материал и т.п.) 
[55,80].  
Перспективным считается применение ПГА в медицине и 
фармакологии. Мягкая иммунная реакция на имплантацию полимеров 
делают их применимыми в качестве хирургических эндопротезов для 
восстановления органов и тканей и имплантатов, а также для направления, 
связанного с конструированием биоискусственных органов [29].  
Длительность процесса разрушения в биологических средах делает  
полимеры интересными для разработки лекарственных препаратов с 
длительным и контролируемым выходом [66]. 
Благодаря своей биосовместимости и способности разрушаться до 
нетоксичных веществ в человеческом организме ПГА используются в 
тканевой инженерии как материал для матриксов [59]. Из ПГА возможно 
производить нити для медицины, гибкие пленки различной толщины, 
полупроницаемые мембраны [81]. 
Таким образом, данный тип биополимеров с их ценными свойствами, 
прежде всего биосовместимостью и биоразрушаемостью, вариабельностью 
технологических и физико-химических свойств, возможностью получения 
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различными биотехнологическими методами, определяет разнообразие 





ГЛАВА 2 ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
2.1 Объект исследования 
 
Микробиологический контроль чистоты биотехнологического 
опытного производства полигидроксиалканоатов проводили в Лаборатории 
биотехнологии новых биоматериалов. Исследования проходили в 
ферментационном отделении отдельно стоящего здания на территории 
Сибирского Федерального Университета, г. Красноярск, пр. Свободный, 
стр.79, корп.6.  
 
2.2 Методы исследований 
2.2.1 Микробиологический анализ воздушной среды помещений 
производственной зоны 
 
Микробиологический анализ воздушной среды помещений 
производственной зоны проводили седиментационным методом,  методом 
Коха (Koch, 1881), основанным на оседании бактериальных частиц и капель 
под действием силы тяжести на поверхности питательной среды открытой 
чашки Петри.  
2.2.2 Микробиологический анализ поверхностей производственной 
зоны и технологического оборудования 
 
Микробиологический анализ поверхностей производственной зоны и 
технологического оборудования проводили методом смыва. Взятие проб 
осуществляли стерильными увлажненными ватными тампонами, которые 
предварительно помещали в пробирки с 5 мл стерильной воды для инъекций 
и стерилизовали в автоклаве. Перед взятием пробы трафарет площадью 100 
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см2 (10×10), смачивали спиртом, поджигали и накладывали на поверхность 
исследуемого объекта, затем исследуемую поверхность тщательно протирали 
тампоном во взаимно перпендикулярных направлениях. После взятия пробы 





ГЛАВА 3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Опытное производство биодеградируемых полигидроксиалканоатов 
размещено в отдельно стоящем на территории Сибирского федерального 
университета двухэтажном строении общей площадью 800 кв.м. 
Непосредственно опытное производство ПГА размещено на первом этаже на 
площади 347,1 кв.м. и включает в себя следующие специализированные 
помещения: отделение чистой (музейной) культуры, ферментационный зал, 
отделение средоподготовки и автоклавирования, блок дежурных операторов, 
блок обработки биомассы, вспомогательные и хозяйственные помещения. 
Биотехнологическое производство полигидроксиалканоатов имеет 
отличительные особенности на каждой стадии технологического цикла и 
состоит из следующих этапов и операций:  
  I Предферментационный (подготовительный):  
  - приготовление растворов;  
  - стерилизация полученных растворов; 
  - подготовка питательных сред; 
  - получение инокулята из музейной культуры в колбах; 
  - стерилизация и подготовка ферментационной линии. 
II Ферментационный (основной): 
- масштабирование получения инокулята в ферментере – инокуляторе; 
- двустадийная ферментация в производственном ферментере.  
III Постферментационный: 
- концентрирование бактериальной культуры; 
-лиофильное высушивание и получение пасты биомассы; 
- экстракция; 
- очистка полимера; 
- сушка готового продукта (ПГА). 
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Для обеспечения надлежащего микробиологического статуса опытно-







Обеспечение микробиологического статуса биотехнологического 
производства полигидроксиалканоатов складывается из решений, 
основанных на последовательных микробиологических исследованиях 
объектов каждой стадии технологического цикла, учитывающих все 
возможные источники и факторы контаминации и располагающие 
комплексом корректирующих мероприятий, в случае отклонения от 
установленных норм. Реализация всех стадий биотехнологического процесса 
в строгом соответствии с Технологическим регламентом, обеспечение 
комплекса мер микробиологического контроля  производства и санитарно-
гигиенических мероприятий  обеспечили микробиологический статус 
опытного производства биодеградируемых полигидроксиалканоатов в 









1) Проведен микробиологический контроль на стадиях производства 
полигидроксиалканоатов (ПГА): предферментационной, ферментационной, 
постферментационной; получена оценка микробиологического состояния 
производственной зоны и процесса получения продукта. 
2) Определены источники и ключевые факторы возможной микробной 
контаминации, среди которых гигиеническое состояние производственной 
среды (воздуха, помещений, поверхностей и технологического 
оборудования), входных потоков компонентов питательных сред и 
инокулята, санитарно-гигиенического состояния и правил работы персонала. 
3) Разработаны корректирующие действия по предупреждению и 
устранению возможной микробной контаминации, главными из которых 
являются штатное  функционирование фильтрационных систем воздухо- и 
водоочистки, регламентированные правила уборки и  дезинфекции 
производственных помещений, санитарно-гигиеническое состояние и работа 
персонала. 
4) Разработана программа микробиологического мониторинга и 
контроля опытно-промышленного производства биодеградируемых 
полигидроксиалканоатов с определением объектов и методов исследования, 
планом отбора проб, а также установлением критического уровня 
содержания микроорганизмов (Приложение А). 
5). На основе  анализа микробиологического мониторинга состояния 
всех стадий биотехнологического получения ПГА и разработанной 
программы ведения процесса обеспечены микробиологический статус и 
условия функционирования опытного производства в соответствии с 
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